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Abstract of EP0359042 

The process is characterised in that a) the calcium ions present in a fermentation medium from which the 
biomass has been removed are removed in a manner known per se, b) the fermentation medium which 
contains no calcium ions is extracted in the presence of 0.7 to 2.5 mole equivalents, based on the 2-keto- 
polyhydroxy-C6-carboxylic acid present in the fermentation medium, of a long-chain lipophilic amine with 
a total of 15 to 40 C atoms and with 1 .5 to 8 parts by weight, based on the fermentation medium, of a C4- 
to C8-alkanol at temperatures between 10 and 35 DEG C, preferably 20 to 25 DEG C and c) the resulting 
2-keto-polyhydroxy-C6-carboxylic acid amine adduct is cleaved or converted to the free carboxylic acid or 
derivative thereof. Preferably used as amines are trioctylamine or tridodecylamine, and as alkanols are 
butanols. 
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© Verfahren zur Isolierung von 2-Keto-polyhydroxy-C6-carbonsauren, insbesondere von 
2-Keto-L-gulonsaure aus wassrlgen Fermentation saustragen. 



© Verfahren zur Extraktion von 2-Keto-polyhydroxy-C6-carbonsauren, insbesondere von 2-Keto-L-gulonsaure, 
aus waflrigen FermentationsaustrSgen, das dadurch gekennzeichnet ist, daJ3 man 

a) aus einem von der Blomasse befreiten Fermentationsaustrag die enthaltenen Calciumionen in an 
sich bekannter Weise entfernt, 

b) den calciumionenfreien Fermentationsaustrag in Gegenwart von 0,7 bis 2,5 Molequivalenten, 
bezogen auf die in dem Fermentationsaustrag enthaltene 2-Keto-polyhydroxy«C6-carbons2ure, an einem 
langkettigen lipophilen Amin mit insgesamt 15 bis 40 C-Atomen und mit 1,5 bis 8 Gew.-Teilen, bezogen auf 
den Fermentationsaustrag, eines Ci- bis Cs-Alkanols bei Temperaturen zwischen 10 und 35 # C, vorzugswei- 
se 20 bis 25* C extrahiert und 

c) das erhaltene 2-Keto-polyhydroxy-Cs-carbonsaure-Amine-Addukt in die freie Carbons3ure oder 
deren Derivat spaltet bzw. OberfOhrt. Als Amine werden vorzugsweise Trioctylamin oder Tridodecylamin 
verwendet, als Alkanole vorzugsweise Butanole. 
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Verfahren zur Isollerung von 2-Keto-polyhydroxy-Cs-carbons^iuren, insbesondere von 2-Keto-L-gulon- 

saure aus waflrfgen Fermentationsaustragen 

Die vortiegende Erfindung betrifft die Isolierung von auf fermentativem Wege hergestellten 2-Keto- 
polyhydroxy-C6-carbonsauren, insbesondere von so hergestellter 2-Keto-L-gulonsMure aus wa/Jrigen Fer- 
mentationsaustragen mittels Extraktion in Gegenwart von Aminen. 

5 

Stand der Technik: 

2-Keto-L-gulonsaure ist ein zentrales Zwischenprodukt bei der Herstellung von Vitamin C. Vitamin C 
wurde bisher weltweit konventionell nach dem sogenannten Reichsteinverfahren hergestelit. Bei diesem 
w Verfahren handelt es sich um einen vielstufigen Prozefl, der vor allem aufgrund der aufwendigen Schutz- 
gruppenchemie nicht mehr zeitgema/3 ist 

Aus diesem Grunde hat es nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren zur Herstellung des begehrten 
Vitamin C auf biotechnologischer Basis zu entwickeln, die weniger Reaktionsschritte aufweisen und bei 
denen die Problematik geeigneter Schutzgruppen vermieden wird. Allen bisher bekannten wichtigen 
75 biotechnologischen Verfahren gemeinsam ist die Verwendung von D-Glucose als Ausgangsverbindung und 
die Bildung von 2-Keto-L-gluconsaure (2-KGS) als Vitamin-C-Vorstufe. Bekannte biotechnologische Wege: 

a) Glucose — 2,5-Diketogluconsaure -» 2-KGS — Vitamin C 

b) Glucose — L-Sorbose — 2-KGS — Vitamin C. 

Da die 2-KGS in beiden Fallen durch Fermentation erzeugt wird, findet man sie in waflriger LSsung 
20 zusammen mit Biomasse vor. FOr die Gewinnung reiner L-AscorbinsSure (Vitamin C) ist aber eine Isolierung 

der 2-KGS bzw. eine Isolierung von deren Derivaten aus den Fermentationsaustragen unumganglich. 

Bei den meisten bisher bekannten fermentativen Verfahren wird der fUr die Fermentation geeignete pH- 

Wert durch ZufUgen eines Calciumsalzes eingestellt, wodurch 2-KGS in Form ihres Calciumsalzes in der 

waflrigen FermentationsbrUhe anfallt. 
25 Nach Shionogi (vgl. JA-OS 52 066684) wird aus dieser Losung das Calcium durch Zugabe von 

Natriumcarbonat als Caiciumcarbonat gefSIlt und abfiltriert, das Filtrat eingedampft und durch Zusatz von 

Methanol 2-KGS als Natriumsalz ausgefallt. Die Ausbeute betragt hierbei ca. 87 %. Durch Behandeln des 

Natriumsalzes mit HCI in einem LSsungsmittel werden nacheinander NaCI und Vitamin C erhalten (vgl. EP- 

A 91 134). Die Umlagerung verlauft mit 72 % Ausbeute. 
30 GemMfl Verfahren von Takeda (vgl. JA-AS 75 022 113) erfolgt die Isolierung von 2-KGS durch 

lonenaustausch. Nach Veresterung der Saure wird mit Natrium methylat zum Natriumascorbat in 86%iger 

Ausbeute umgelagert. 

Nachteilig bei alien diesen Verfahren ist, dafl grofle Fermentationsvolumina bewegt werden mUssen und 
6aB Natriumketogulonat mit HCI zur Ascorbinsaure sauer umgelagert wird, wobei eine grofle Menge Salz als 

35 unerwGnschtes Nebenprodukt entsteht. Entsprechend wird bei der alkalischen Umlagerung des Esters 
Natriumascorbat erzeugt dessen Oberftihrung in L- Ascorbinsaure ebenfalls die Bildung grofler Mengen Salz 
mit sich bringt, was aus umwelttechnischen und Kostengrunden unerwOnscht ist. 

Es war daher die Aufgabe der Erfindung, ein moglichst einfaches Verfahren zur Isolierung von 2-KGS 
aus waflrigen Fermentationsaustragen zu entwickeln, bei dem die Nachteile des Standes der Technik nicht 

40 auftreten, bei dem insbesondere die Bildung grower Mengen an Salzen entfSllt 

Es wurde nun Gberraschenderweise gefunden, dal3 2-KGS in Gegenwart von Aminen mit 15 bis 40C- 
Atomen unter ganz bestimmten Bedingungen in einfacher Weise durch Extraktion mit hfiheren Alkanolen 
aus der FermentationsbrUhe abgetrennt werden und aus dem gebildeten 2-KGS-Amin-Addukt auf einfache 
Weise als 2-KGS, 2-KGS-Salz oder 2-KGS-Ester gewonnen werden kann. 

45 Die Extraktion organischer Sauren in Gegenwart von Aminen durch lonenpaar-Bildung ist zwar prinzi- 
piell bekannt (vgl. Analytica Chimica Acta 165 [1984] Seiten 245-256 und DE-A 34 36 348), bei den 
bekannten Verfahren zur Extraktion von organischen SSuren aus waflrigen Losungen in Gegenwart von 
Aminen handelt es sich aber meist um Verfahren zur Extraktion von einfachen niederen CarbonsSuren wle 
Milchsaure, ButtersMure. Apfelsaure und Citronensdure. 

so Dazu werden Gemische aus einem langkettigen Amin, insbesondere Trilaurylamin, einem mit Wasser 
nicht Oder nur schlecht mischbaren Solvens sowie Zusatzen aus organischen S2uren, wie OisSure oder 
OiethylhexylphosphorsSure bereitet und mit der zu extrahierenden wa/Jrigen sSureenthaltenden LSsung in 
Kontakt gebracht (vgl. EP 49 429). 

Gemafl dem Verfahren von DE-A 34 36 348 wird als Extraktionsmittel ein aus einem ISngerkettigen 
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aliphatischen Amin und einem Phenol bzw. Naphthol bestehendes Gemisch zur Extraktion einer waflrigen 
Carbonsaurelosung mit einem Gehalt < 8 Gew.-% eingesetzt. 

Die Extraktion niederer Fettsauren aus waflrigen Losungen mittels einem Gemisch aus einem tert.-Amin 
und einem verzweigten primaren Alkohol wurde in JA-OS 61-176 552 bzw. JA-OS 61-176 553; beschrieben. 

Die Anwendung der bekannten Extraktionsbedingungen auf die Gewinnung von 2-KGS aus Fermenta- 
tionsaustrstgen lieferte keine Oder nur sehr schlechte, wirtschaftllch unakzeptable Ausbeuten an 2-KGS. 

Dies dUrfte einerseits in dem Oblicherweise zu starker Emulsionsbildung fQhrenden stark polaren 
Charakter von 2-KGS 
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begrOndet sein (vgl. Polyhydroxyketocarbonsaure I), andererseits dadurch, dafl 2-KGS aufgrund der Oxo- 
Cyclo-Tautomerie (vgl. II mit zuckerShnlicher Struktur und zuckerahnlichem Verhalten) zahlreiche Nebenre- 
aktionen eingehen kann. 

Oberraschenderweise ist eine Gewinnung der 2-KGS mit Aminen aus FermentationsbrUhe durch Wahl 
spezieller Bedingungen in sehr guten Ausbeuten mdglich, und daher fUr die technische Nutzung geeignet. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Extraktion von 2-Keto-polyhydroxy-C6-carbonsau- 
ren. insbesondere von 2-KGS. aus waflrigen FermentationsaustrSgen. das dadurch gekennzeichnet ist, dafl 
man 

a) aus einem von Biomasse befreiten Fermentationsaustrag die enthaltenen Calciumionen in an sich 
bekannter Weise entfernt, 

b) den calciumionenfreien Fermentationsaustrag in Gegenwart von 0,7 bis 2.5 Molequivalenten, 
bezogen auf die in dem Fermentationsaustrag enthaltene 2-Keto-polyhydroxy-C6-carbonsaure, an einem 
Amin mit insgesamt 15 bis 40C-Atomen mit 1,5 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6. insbesondere 2.5 bis 5 Gew.- 
Teilen. bezogen auf das Amin eines Ci-bis C 8 -Alkanols bei Temperaturen zwischen 10 und 35 # C, 
vorzugsweise 20 bis 25°C extrahiert und 

c) das erhaltene 2-Keto-polyhydroxy-Cs-carbonsaure-Addukt in die frele CarbonsSure Oder deren 
. Derivat spaltet bzw. OberfOhrt. 

Als 2-Keto-polyhydroxy-Ce-carbonsaure, die erfindung sgemSfl aus sie enthaltenden Fermentationsaus- 
trSgen isoliert werden konnen, kommen insbesondere 2-Keto-L-gulonsaure, 2-Keto-D-gluconsSure und 2- 
Keto-galaktonsSure in Betracht Von besonderer Bedeutung ist das Verfahren fUr die Isolierung der fUr die 
Hersteilung von Vitamin C drlngend bentftigten 2-Keto-L-gulonsaure, Die KetocarbonsSuren fallen bei ihrer 
fermentativen Hersteilung im allgemeinen in FermentationsbrOhen an, die zwischen 1 und 20 Gew.-%, 
vorzugsweise etwa 7-12 Gew.-% der Carbonsa'ure enthalten. 

Vor dem Extraktionsprozefl wird aus diesen FermentationsbrOhen die Biomasse in an sich bekannter 
Weise durch Abfiltrieren Oder Zentrifugieren abgetrennt 

Urn eine effiziente 2-KGS-Extraktion zu erreichen, ist es weiterhin zwingend erforderlich, von einem 
absolut metailionenfreien Fermentationsaustrag auszugehen. Anderenfalls hemmt das 2-KGS-Metalion- 
lonenpaar die Bildung des extrahierbaren 2-KGS-Amin-Adduktes. Die Abtrennung der zumeist enthaltenen 
Calciumionen aus dem Fermentationsaustrag erfolgt in an sich bekannter Weise. Mit besonderem Vorteil 
arbeitet man so. dafl man zunachst mit verdunnter SchwefeisSure enthaltene Calciumionen als Calciumsul- 
fat ausfSllt und nach Abfiltrieren des gebildeten Calciumsulfats das Filtrat mit einem Kationenaustauscher 
behandelt, vorzugsweise durch eine Kationenaustauschersa'ule leitet. 

Zur Extraktion werden dem Fermentationsaustrag etwa 0,7 bis 2,5 vorzugsweise 1 bis 1,5 Molequivalen- 
te, insbesondere etwa 1,0 bis 1,2 Molequivalente, bezogen auf die in dem Fermentationsaustrag enthaltene 
2-Keto-polyhydroxy-Ce-carbonsaure, des Amins zugefOgt. Als Amine kommen langkettige, lipophile Amine 
mit aliphatischen, cycloaliphatischen und aromatischen Resten mit Insgesamt 15 bis 40 C-Atomen in 
Betracht. Genannt seien insbesondere Trioctytamin, Trilaurylamin, Tri-tridecylamin, Tricaprylamin, kMufliche 
Gemische aus Trilauryl- und Dilaurylamin (Tridodecylamin) und Ditridecylamin. 

Mit besonderem Vorteil arbeitet man mit handelsOblichem Trioctylamin, Tridodecylamin Oder Ditridecy- 
lamin. 

Als eigentliche Extraktionsmittel dienen C*- bis Ca-Alkanole, wie n-Butanol, iso-Butanol, Pentanole, 
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Hexanole. Heptanole und Octanole, insbesondere Methylisobutylcarbinol, n-Butanol und iso-Butanol. Die 
Alkanole verwendet man in Mengen von 1 .5 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6, insbesondere etwa 2,5 bis 5 Gew.- 
Teiien, bezogen auf das lipophiie Amin. Die verwendete Gesamtmenge an langkettigem Amin und AJkanol 
richtet sich im allgemeinen nach der Zusammensetzung des Fermentationsaustrages. Durch einfache 
5 Vorversuche kann flir jeden Fall festgestellt warden, bei welcher Menge eine gute Trennung erzielt werden 
kann und keine Emulsionsbildung auftritt. Groflenordnungsmaflig arbeitet man mit einem Verhaltnis von 
Fermenteraustrag zu Extraktionsgemisch von etwa 0.9/1 bis 1,2/1. 

Die Extraktion kann im Chargen-(batch)-Betrieb, aber auch kontinuierlich (z.B. in einem Mixer-Settler) 
durchgefuhrt werden. 

io Beim Arbeiten im Chargen-Betrieb wird das Extraktionsgemisch etwa 15 bis 60 Minuten (min.) t 
vorzugsweise etwa 30 min, bei einer Temperatur zwischen 10 und 35 "C, vorzugsweise bei etwa 20 bis 
25 *C. geruhrt 

Nach der Phasentrennung wird aus der das Wertprodukt als Amin-Addukt enthaltenden alkoholischen 
Phase unter vermindertem Druck der Alkohol destillativ entfernt. Bei Verwendung von Butanolen wird das 2- 
is KGS-Amin-Addukt beispielsweise aus der Oberphase durch Abdestillieren des Alkohols bei etwa 10 bis 100 
mbar. vorzugsweise 15 bis 25 mbar, mit Hilfe eines Rotationsverdampfers bei 20 bis 50 *C, vorzugsweise 
etwa 30* C isoliert. Der abdestillierte Alkohol kann erneut zur Extraktion verwendet werden. 

Die Unterphase kann einer weiteren Extraktion zugefUhrt werden. So kann durch 2-malige Extraktion 
beispielsweise die 2-Keto-L-gulonsaure als 2- KGS-Amin-Addukt in einer Gesamtausbeute von 99 % aus 
20 dem Fermentationsaustrag extrahiert werden. 

DemgegenOber wird bei Einsatz einer Calciumionen enthaltenden FermentationsbrGhe auch bei Anwen- 
dung einer 5-stufigen Mixer-Settler-Einheit (mit 2.2 MolSquivalenten Amin pro Saure) eine Extraktionsaus- 
beute von nur 80 bis 90 % erhalten. 

Das bei der beschriebenen erfindungsgemaflen Extraktion anfallende 2-Keto-poly hydroxy^ - 
25 Carbonsaure-Amin-Addukt kann auf verschiedene Weise weiterverarbeitet werden. Der Einfachheit halber 
beschreiben wir im einzelnen die Weiterverarbeitung der besonders wichtigen 2-KGS. 

1. Zur Gewinnung von freier 2-Keto-L-gulonsaure kann man das 2-KGS- Amin-Addukt mit etwa 3 bis 8 
Gew.-Teilen Test-benzin (Kp 155 bis 185*C), bezogen auf das 2-KGS-Amin-Addukt, versehen und bei 
Temperaturen von 60 bis 120* C, vorzugsweise etwa 90* C, im Reaktionsgefafl fOr 10 bis 60 Minuten (min.), 

30 vorzugsweise etwa 30 min. ruhren. Die ausfallenden 2-KGS-Kristalle werden hei/3 abgesaugt. Man erzielt 
hierbei Ausbeuten -von etwa 94 %. Das Amin kann in den Proze/3 zurUckgefUhrt werden. 
Das 2-KGS-Amin-Addukt kann aber auch mit Wasser bei Raumtemperatur (RT) In die freie 2-KGS und Amin 
gespaiten werden. Hierzu wird das erhaltene 2-KGS-Amin-Addukt durch Behandeln mit 2 bis 20, vorzugs- 
weise etwa 10 Gew.-Teilen Wasser, bezogen auf das Addukt, bei Temperaturen von 5 bis 50 *C, 

35 vorzugsweise etwa 20 'C in die freie 2-KGS und das eingesetzte Amin gespaiten, wozu im allgemeinen 
Reaktionszeiten von etwa 10 bis 60 Minuten notwendig sind. 

2. Zur Gewinnung von Alkalisalzen der 2-KGS wird das 2-KGS-Amin-Addukt im allgemeinen mit der 
2- bis 5-fachen, vorzugsweise etwa 3fachen Gewichtsmenge an Wasser versetzt und das erhaltene 
Gemisch anschlieflend mit einer Alkalihydroxidl6sung titriert bis ein pH-Wert zwischen 9 und 12, vorzugs- 

40 weise etwa 10 bis 11 erreicht ist. Das Amin kann aus dem erhaltenen Gemisch beispielsweise mit Hexan 
extrahiert und nach destillativem Entfernen des Hexans erneut verwendet werden. Aus der waflrigen Phase 
kann das Alkalisalz der 2-KGS durch Eindampfen in etwa 97%iger Ausbeute erhalten werden. 

3. Zur Gewinnung von 2-KGS-Estern wird das 2-KGS-Amin-Addukt mit der 1 ,5bis 4-fachen Gewichts- 
menge einer etwa 2,5 N LSsung HCI in einem Ci- bis Cs-Alkanol, vorzugsweise in Methanol und einem 

45 inerten LSsungsmittel, wie Methylenchlorid versetzt und mehrere Stunden (h), vorzugsweise etwa 12 h bei 
RT geruhrt. Hierbei kristalllsiert der sich bildende Ester aus dem Reaktionsgemisch aus und kann durch 
Rltration abgetrennt werden. Die Ausbeute an 2-KGS-methylester betrSgt bei diesem Verfahren etwa 95,9 
% der Theorie. 

Mit Hilfe des erfindungsgemS/ten Verfahrens kcinnen 2-Keto-polyhydroxy-Cs-carbonsauren, insbesonde- 
so re die fOr die Herstellung von Vitamin C sehr begehrte 2-Keto-L-gulonsa'ure, auf relativ einfache und 
wirtschaftlich vorteilhafte Weise aus waflrigen Fermentationsaustragen in reiner Form oder in Form von 
ihren Salzen oder Estern isoliert werden. Die so erhaltene 2-KGS bzw. deren Derivate weisen eine hohe 
Reinheit auf und kdnnen auf bekannte Weise in Vitamin C OberfOhrt werden. 

Die fofgenden Beispieie sollen das erfindungsgema'fle Verfahren er&uterri. 

55 

Beispiel 1 
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A. Entfernen von Calciumionen 

2400 g eines mikrofiltrierten, klaren FErmentationsaustrages (2-KGS-Gehalt nach HPLC 6,7 %) wurden 
auf 50 *C erwarmt und mit 250 ml einer 20 gew.-%-igen waflrigen Schwefelsaure auf einen pH-Wert von 
5 1.3 bis 1,4 eingestellt Anschlieflend wurde das Gemisch 30 min. geruhrt, auf Raumtemperatur (RT) 
abgekuhlt und dann das ausgefallene CaSO* (59 g) abgesaugt. Das erhaltene Filtrat wurde durch eine 
KationenaustauschersSule (0 4 cm; FQIIhohe 40 cm) gefullt mit Lewatit S 100 G1 laufen lassen. Das Eluat 
enthielt (nach einem Test mit Metall-lndikator-Puffer-Tabletten) kein Calcium mehr. Es wurde unter vermin- 
dertem Druck eingeengt. 



B. Extraktion von 2-KGS in Gegenwart von Trioctylamin 

300 g eines biomasse- und metallionenfreien 2-KGS-fermentationsaustrages (It. HPLC 10, 1%ig) der 
is 30,3g (entsprechend 0,156 Mol) 2-KGS enthielt, wurde mit 210 g n-Butanol und 66 g (0. 186 Mol, 
entsprechend 1, 18 Molequivalenten. bezogen auf 2-KGS) Trioctylamin versetzt und im Scheidetrichter 30 
min. bei RT gerOhrt. Nach Phasentrennung wurden 175 g einer hellgelben klaren Unterphase erhalten, die 
nach HPLC noch 2 g 2-KGS enthielt. Das entspricht einer Extraktion von 93.4 %. Die Oberphase (399,5 g) 
wurde an Rotations verdampfer unter stark vermindertem Druck eingeengt. Man erhielt 294 g eines 
20 Destillates, das aus 190 g n-Butanol und 104 g Wasser bestand. Es verblieben 101,2 g RUckstand in Form 
einer klaren, braunen viskosen Masse. 

B. Thermische Spaltung des 2-KGS-Trioctylamin-Adduktes 

25 

Die gemafl A erhaltenen 101,2 g des 2-KGS-Trioctylamin-Adduktes, enthaltend 28,3 g 2-KGS, wurden in 
800 ml Testbenzin (Kp. 155 bis 185* C) gelost und bei Innentemperaturen von 90* C etwa 30 min. gerUhrt. 

Die ausgefallenen 2-KGS-Kristalle wurden heifl abgesaugt, mit CH 2 CI 2 nachgewaschen bis ein farbloses 
Filtrat erhalten wurde und dann trockengesaugt. Man erhielt 27,3 g an beigefarbenen Kristallen, die nach 
30 NaOH-Titration zu 97 % aus 2-KGS bestanden und einen Wassergehalt von etwa 1 ,5 bis 2 % aufwiesen. 
Die Ausbeute betrug somit93 f 6 % bezogen auf eingesetztes Amin-Addukt. 

Die hierbei angefallene Mutterfauge wurde mit ca. 50 ml Wasser versetzt, mit 40 ml 1N NaOH auf pH 
10,3 gestellt und die Phasen voneinander getrennt. 

Die wa/Jrige Phase enthielt ca. 1 bis 1 ,5 g 2-KGS. Nach Einengen derselben verblieben 7,0 g eines 
35 dunkelbraunen Feststoffes. Die organische Phase wurde unter stark vermindertem Druck bei Badtemperatu- 
ren von 100 # C von Losungsmittel befreit. Hierbei verblieben als RUckstand 68,5 g eines gelbbraunen 6ls, 
das nach gaschromatographischer Untersuchung (GC) zu etwa 90 % aus Trioctylamin und zu etwa 10 % 
aus Losungsmittel bestand. 

40 

Beispiel 2 



A. Extraktion mit iso-Butanol in Gegenwart von Trioctylamin 

45 

300 g eines von Biomasse und Metallionen befreiten 2-KGS-Fermentationsaustrages, enthaltend 30,6 g, 
entsprechend 157,7 mMol 2-KGS, wurden mit 214 ml iso-Butanol und 66 g (186,6 mMol, entsprechend 1,18 
Molequivalenten, bezogen auf 2-KGS) Trioctylamin versetzt und das Gemisch 30 min. bei RT gertihrt Nach 
30 min. erhielt man eine klare Phasentrennung. Die Unterphase (175 g) enthielt nach Einengen 1,75 g 2- 
50 KGS. Die Oberphase (404 g) ergaben nach Einengen unter stark vermindertem Druck einen RUckstand von 
104,5 g 2-KGS-Trioctylamin-Addukt. Das entspricht rechnerisch einer Extraktion von 94,3 %. 



B. Alkallsche Spaltung des 2-KGS-Trioctylamin-Adduktes 

10 g des gemafl 2A erhaltenen RUckstandes, enthaltend 2,75 g = 14,2 mMol 2-KGS, wurden mit 30 ml 
Wasser und 18 ml einer 1 N-NaOH auf einen pH-Wert von 10,2 eingestellt. Das abgespaltene Amin wurde 
mit n-Hexan extrahiert. Die wgflrige Phase wurde eingeengt. Es verblieben 3,81 g eines braunen Feststof- 
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fes. enthaltend 2,97 g Na-2-KGS (100 %). Das entspricht einer Ausbeute von etwa 97 %. 



C. Esterspaitung 

5 

10 g des gemafl 2A erhaltenen Ruckstandes wurden mit 20 ml einer 2,5 N Losung von HCI in Methanol 
und 30 ml CH2CI2 versetzt. Man erhielt eine klare Losung, die uber Nacht gerUhrt wurde. Anschlieflend 
wurde der ausgefallene Ester abgesaugt, mit CH2CI2 nachgewaschen und trockengesaugt. Man erhielt 2,53 
g eines cremefarbenen Feststoffs, der nach HPLC eine Reinheit von 97 % aufwies, was einer Ausbeute an 
10 83.4 % entspricht. 

Aus der Mutterlauge wurden bei -20* C noch einmal 0,4 g eines Festoffs erhalten. der nach HPLC eine 
Reinheit von 91 % aufwies. entsprechend einer Ausbeute von 12,4 %. 
Das ergibt eine Gesamtausbeute von 95,8 %. 
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D. Spaitung in Wasser 

10 g des gemafl 2A erhaltenen RQckstandes wurden mit 100 ml Wasser versetzt und 1 h bei RT 
gerUhrt. Anschlieflend wurde mit 40 ml n-Hexan und dann mit 40 ml CH2CI2 extrahiert. Die waflrige Phase 
20 enthielt 2,72 g 2-KGS. Nach dem Einengen unter vermindertem Druck wurden 3,2 g eines Feststoffs 
erhalten, der nach HPLC zu 82,2 % aus 2-KGS bestand. Das entspricht einer Ausbeute von 95,6 %. 



Anspruche 
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1. Verfahren zur Extraktion von 2-Keto-polyhydroxy-C6-carbonsauren aus waflrigen Fermentationsaus- 
tragen. dadurch gekennzeichnet, dafl man 

a) aus einem von der Biomasse befreiten Fermentationsaustrag die enthaltenen Calciumionen in an 
sich bekannter Weise entfernt, 
30 b) den calclumlonenfreien Fermentationsaustrag in Gegenwart von 0,7 bis 2.5 Molequivalenten, 

bezogen auf die in dem Fermentationsaustrag enthaltene 2-Keto-polyhydroxy-Ce-carbonsaure, an einem 
Amin mit insgesamt 15 bis 40 C-Atomen mit 1 ,5 bis 8 Gew.-Teilen, bezogen auf das Amin eines C*- bis C B - 
Alkanols bei Temperaturen zwischen 10 und 35* C extrahiert und 

c) das erhaltene 2-Keto-poly hydroxy^ -carbonsa^re-Amin-Addukt in die freie Carbonsa*ure Oder 
35 deren Derivat spaltet bzw. uberfOhrt. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl man einen 2-Keto-L-gulonsaure enthal- 
tenden Fermentationsaustrag einsetzt. 

3. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dai3 man den calciumionenfreien Fermenta- 
tionsaustrag in Gegenwart von 1 bis 2 Molequivalenten, bezogen auf die in dem Fermentationsansatz 

40 enthaltene 2-Keto-L-gulonsaure, an einem langkettigen Amin extrahiert. 

4. Verfahren gemSfl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man den von Calciumionen befreiten 
Fermentationsaustrag mit etwa 2 bis 6 Gew.-Teilen eines C*- bis C 8 -Alkanols, bezogen auf das Amin 
extrahiert. 

5. Verfahren gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Amin Trioctylamin, Tridodecyla- 
45 min oder Ditridecylamin verwendet. 

6. Verfahren gemSfl Anspruch .1, dadurch gekennzeichnet, dafl man als C*- bis Cs-Alkanol ein Butanol 
verwendet 

7. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. dafl man das erhaltene 2-Keto-L-gulonsaure- 
Amin-Addukt durch Erhitzen auf 60 bis 120'C in freie 2-Keto-L-gu!ons2ure und das eingesetzte Amin 

so zurOckspaitet 

8. Verfahren gemS/3 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da]3 man das erhaltene 2-Keto-L-gulonsSure- 
Amin-Addukt durch Behandeln mit 2 bis 20 Gew.-Teilen Wasser, bezogen auf das Addukt, bei Temperatu- 
ren von 5 bis 50* C, in die freie 2-Keto-L-gulonsaure und das eingesetzte Amin spaltet. 

9. Verfahren gemS/3 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 man das erhaltene 2-Keto-L-gulonsaure- 
55 Amin-Addukt mit einem Alkali- Oder Erdalkalihydroxid in das entsprechende Salz der 2-Keto-L-gulonsaure 

QberfGhrt. 

10. Verfahren gemSfl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man das erhaltene 2-Keto-L- 
gulonsaure-Amin-Addukt mit einem Chlorwasserstoffgas enthaltendem Ct- bis Cs-Alkanol, ggf. in einem 
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inerten LOsungsmittel, in den entsprechenden Alkanoiester der 2-Keto- b gulonsaure UberfOhrt. 
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